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HE: [HH] KA Laodelphax striatellus (Falltn) 是 水 稻 上 的 重要 害虫 , 它 严 重 影响 了 水 稻 的 产量 和 品质 ,特别 由 
其 传播 的 水 稻 条 纹 叶 村 病毒 对 水 稻 的 危害 甚至 更 为 严重 。 灰 飞 息 分 布 广 ,对 环境 有 很 强 的 适应 性 。 本 研究 旨 在 探 
讨 灰 飞 乱 对 温度 胁迫 适应 的 分 子 机 制 进行 了 初步 的 探讨 。【 方 法 】 本 研究 采用 RT-PCR 与 RACE 技术 克隆 了 热 激 
蛋白 Hsp90 基因 的 全 长 ,利用 各 种 生物 信息 方法 分 析 了 该 热 激 蛋白 的 特征 ,实时 荧光 定量 PCR 技术 用 于 研究 
Hsp90 基因 在 不 同 生 长 发 育 阶 段 和 不 同 温度 条 件 下 表达 变化 规律 。[【 结果 】 我 们 获得 一 条 Hsp90 基因 的 cDNA 全 
长 序列 ,命名 为 LsHsp90 ( GenBank 登录 号 为 KF660250)。LsHsp90 全 长 为 2 740 bp ,编码 729 个 氨基 酸 ,等 电 点 为 
5.0 ,分 子 量 为 83.7 kDa。 氨 基 酸 序列 中 含有 Hsp90 蛋白 家 族 的 5 个 签名 序列 及 胞 质 特征 序列 MEEVD。 结 构 预测 
表明 LsHsp90 具有 Hsp90 蛋白 家 族 典 型 的 结构 特征 。 系 统 进化 关系 分 析 表 明 它 与 多 种 昆虫 的 Hsp90 序列 有 较 高 
的 同 源 性 。 不 同 发 育 阶段 的 灰 飞 起 体内 LsHsp90 表达 水 平 处 于 动态 的 变化 过 程 中 ,并 在 4 龄 若虫 期 达到 最 大 值 ,最 
低 表达 量 在 其 肉 成 虫 阶段 。 不 同性 别 的 灰 飞 虱 成 虫 体内 LsHsp90 表达 量 有 显著 差异 (P =0.008)。 高 温和 低温 胁 
迫 都 可 以 诱导 灰 飞 乱 体内 LsHsp90 的 表达 ,最 大 的 表达 量 分 别 在 40 和 -9% 。 在 40Y 下 处 理 不 同时 间 后 发 现 ， 
LsHsp90 的 表达 水 平 在 处 理 后 0.5 h 时 最 高 ,但 随 着 时 间 的 延长 ,LHsp90 的 表达 水 平 逐 渐 降低 。 而 在 - 4%C 下 ， 
LsHsp90 的 表达 水 平 在 处 理 后 1 h 时 达到 最 大 值 。【 结论] 灰 飞 虱 体 内 的 LsHsp90 可 以 响应 温度 的 诱导 , 它 可 能 在 灰 
飞 虱 温度 胁迫 适应 过 程 中 起 到 重要 的 作用 。 
关键 词 : X Cm 热 激 蛋 白 90; 基因 克隆 ; 发 育 ; 温度 ; 实时 定量 PCR 
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Cloning, sequence analysis and expression profiling of heat shock protein 
90 gene in the small brown plant hopper, Laodelphax striatellus 


( Hemiptera: Delphacidae ) 
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Yangzhou University, Yangzhou, Jiangsu 225009, China; 2. Suzhou Academy of Agriculture Sciences, 
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Abstract: [Aim] The small brown planthopper Laodelphax striatellus ( Fallén), an important rice pest 










































































































































































































































































insect, feeds on rice and causes the decrease of yield and quality. Especially the rice stripe virus 
transmitted by L. striatellus induces more serious loss of rice. The small brown plant hopper is widely 
distributed and adapts to various environments. This study aims to clarify the molecular adaption 
mechanisms of L. striatellus under temperature stress preliminarily. [ Methods] A full-length cDNA 
encoding Hsp90 from L. striatellus was cloned using RT-PCR and RACE technique. Different 
bioinformatics methods were used to analyze the characteristics of Hsp90. The expression levels of the 
Hsp90 gene among different developmental stages and under different temperatures were detected by the 
real-time PCR. [Results] The complete cDNA of LsHsp90 deposited in GenBank accession no. 
KF660250 is 2 740 bp in length, which encodes a protein of 729 amino acids, with the theoretical 
isoelectric point of 5. O and molecular weight of 83. 7 kDa. The amino acid sequence contains five 
signature sequences of Hsp90 family and a C-terminal cytoplasmic character sequence ( EEVD). The 


LsHsp90 carries a classic. Hsp90 family structural signature. The phylogenic tree demonstrated that 
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LsHsp90 has high homology with Hsp90 proteins from some other insect species. The real-time PCR 


analyses exhibited that the expression levels of LsHsp90 varied remarkably in different developmental 


stages. The mRNA level observed was the highest in the 4th instar nymphs of L. striatellus , the lowest in 


female adults, and showed significant differences between male and female adults ( P 20.008). The 


LsHsp90 mRNA level of L. striatellus could be induced by heat and cold temperature stress. The highest 
LsHsp90 mRNA level was observed at 40*C and — 9*C, respectively. At 40*C , LsHsp90 mRNA level 
reached a peak at 0. 5 h after treatment, and then decreased with treatment time. However, at - 4C , 
the peak of LsHsp90 mRNA level was observed at 1 h after treatment. [ Conclusion] The LsHsp90 gene in 


L. striatellus responds to temperature stress, and it may play an important role in the adaption process of 


the pest to temperature stress. 


Key words: Laodelphax striatellus; heat shock protein 90; gene cloning; development; temperature; 


real-time quantitative PCR 








TAE H (heat shock proteins, HSPs) 是 一 类 广 
泛 分 布 ,具有 重要 生物 学 意义 的 和 蛋白质。 它们 的 主 
要 功能 是 分 子 伴侣 ,参与 蛋白 质 的 合成 . 折 著 、 装 配 
及 转运 等 生命 活动 (Feder and Hofmann, 1999)。 根 
据 同 源 性 与 分 子 量 大 小 , 热 激 蛋白 一 般 分 为 
HSP100 ,HSP90 ,HSP70, HSP60 , HSP40 和 小 分 子 量 
热 激 和 蛋白 (sHSP) 等 (Sgrensen et al., 2003) 。 相 对 于 
其 他 热 激 蛋白 ,有 关 HSP90 的 研究 还 相对 较 少 。 而 
HSP90 是 一 类 在 正常 细胞 中 必 不 可 少 的 蛋白 质 , 参 
与 信号 传递 维持 蛋白 平衡 等 ( Rutherford et al., 
2007; Taipale et al., 2010), 53 ^h, 有 人 研究 表明 
HSP90 还 可 影响 生物 体 的 进化 (Queitsch et al., 
2002) 。 昆 虫 分 布 广泛 ,对 生存 环境 具有 很 强 的 适 
应 性 。 温 度 是 影响 昆虫 的 发 生 发展 和 分 布 最 重要 
的 因素 之 一 (Bale et al., 2002; Philip et al., 2008) 。 









































机 制 仍然 不 清楚 。 本 研究 从 热 激 蛋白 角度 出 发 , 探 
索 了 灰 飞 乱 对 温度 胁迫 适应 的 分 子 机 制 , 通 过 研究 
3kfg I JK i Hsp90 基因 的 全 长 DNA, 并 采用 
qRT-PCR 技术 比较 研究 了 灰 飞 乱 Hsp90 基因 在 不 
同 发 育 阶段 和 不 同 温度 胁迫 下 的 表达 规律 。 本 研究 
结果 将 为 深入 研究 灰 飞 民 的 温度 耐 受 性 机 制 葛 定 基 
础 ,为 进一步 科学 合理 地 制定 该 虫 的 综合 防治 策略 
提供 理论 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆 虫 

扬州 大 学 园艺 与 植物 保护 学 院 提 供 的 不 携带 条 
纹 叶 村 病毒 的 灰 飞 乔 种 群 ,在 养 虫 室 内 用 武 育 粳 7 
号 稳 苗 饲养 10 代 以 上 。 饲 养 条 件 为 26 x UC ,相对 



























































在 长 期 进化 过 程 中 ,昆虫 形成 了 多 种 手段 应 对 温度 
胁迫 ,例如 通过 调节 休 内 热 激 蛋白 的 表达 来 抵抗 不 
良 温度 (Sgrensen et al., 2003; Æ MV. Z& £, 2010a, 
2010b; Cui et al., 2010; Lu et al., 2014) , 

ÍK KEL Laodelphax striatellus ( Fallén) JE 3E $88 E] 
飞 虱 科 , 是 水 称 \ 玉 米 和 小 麦 的 重要 害虫 , 除 直接 刺 
吸 危 害 外 ,还 能 传播 水 称 条 纹 叶 村 病毒 (rice stripe 
virus, RSV) 等 引起 间接 危害 ,造成 巨大 的 产量 损失 
(HEIE, 1963; 阮 义理 等 , 1981; 程 兆 邦 等 , 2002) 。 
已 有 的 研究 表明 , 灰 飞 乱 具有 一 定 的 耐 高 温 . 抗 低温 
等 抗 逆 能 力 ,能 在 我 国 长 江 中 下 游 水 称 主 产 区 以 
3 - 5H IUBE AC BUS (TEUER SE, 1998; 孙 兴 全 等 ， 
2000; ;刘向东 等 , 2006, 2007) , Jk KEL4 -5 龄 若 
虫 的 过 冷却 点 均 在 - 109€ 以 下 ,表现 出 较 强 的 抗 寒 
力 ( 刘 向 东 等 ,2007) 。 高 温 不 能 抑制 灰 飞 乱 卵 的 发 
育 ,在 18 -30'C 下 卵 的 发 育 速率 呈 直 线 加 快 ( 张 爱 
民 等 ,2008 ) 。 但 是 , 灰 飞 乱 对 不 良 温度 适应 的 分 子 



























































湿度 70% , 光 周 期 16L: 8D。 

1.2 灰 飞 虱 Hsp90 基因 的 克隆 

1.2.1 $K ERU RNA 提取 : 用 自制 移 虫 器 吸取 5 
龄 灰 飞 乱 若虫 20 头 左右 至 1.5 mL 无 菌 离心 管内 ， 
迅速 置 于 液 氮 鲜 中 速冻 ,取出 后 加 入 到 勺 浆 器 中 , 按 
SV Total RNA ( Promega ) 分 离 纯化 试剂 盒 程序 提取 
ÅK KEUS RNA ,使 用 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 和 微量 分 光 光 
度 计 检测 RNA 的 完整 度 、 纯 度 与 浓度 。 

1.2.2 Hsp90 基因 中 间 片 段 克 隆 : 将 经 消毒 无 核 
酸 酶 的 离心 管 置 于 冰 上 ,参照 DNA 反 转 录 试 剂 盒 
( Thermo Fisher) 步骤 依次 加 入 :2 pL 模板 RNA,1 
uL 引物 oligo( dT) ,加 DEPC 水 至 12 ML。 然后 在 
上 述 离 心 管 中 依 次 加 入 :5 uL M-MLV 5 x Buffer, 
1.25 uL dNTPs Mixture (各 10 mmol/L) , 1 pL M- 
MLV 反 转 录 酶 和 2.75 uL RNase-free ddH,0。 将 混 
合 物 瞬时 离心 置 于 42% 温 育 60 min,70%C ,5 min 终 
止 反应 后 ,反应 产物 立即 用 于 PCR. 扩 增 或 -20%C 
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冻 存 。 

根据 已 有 半 翅 目 昆虫 Hsp90 基因 序列 ,设计 一 
对 简 并 引物 LsHsp90F, 和 LsHsp90R( 表 1) 。 在 无 
PCR 管 中 依 次 加 入 :2.5 uL 10 x Taq Buffer,2 uL 
dNTPs,1 pL cDNA 模板 , 上 下 游 引物 各 1 pl, 
0.25 uL Taq 酶 ,用 ddH,0 补 齐 至 25 ulo FIKEI 
PCR 技术 (touch down PCR) 扩 增 中 间 片 段 ,反应 体 
系 :94% 预 变 性 5 min ;94*C 变性 30 s,65% 30 s, $$ 
循环 降低 LC ,72% 延伸 1 min, 共 19 个 循环 ;然后 
94% 变性 30 s,45Y% 30 s,70% 延伸 1 min, 共 25 个 
循环 ;72%C 延伸 10 min,4% 保存 。 吸 取 5 pL PCR 产 
物 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 ,检测 到 目的 条 带 后 将 剩余 
PCR 产物 全 部 点 样 ,进行 琼脂 糖 凝 胺 电泳 ,纯化 回 
lk PCR W, ERE PCR 管 中 依 次 加 入 4 pL2 x 
Rapid buffer,4 pL 目的 DNA 片段 ,1 uL pGEM-T 
easy vector (Promega) ,1 pL T4 连接 酶 ,简单 离心 后 
室温 静 置 1 hn,4% 过 夜 。 吸 取 100 uL DH5a RZA 
细胞 加 入 到 连接 产物 管 中 , 冰 上 放置 0.5 h,42% 热 
击 90 s 后 冰 上 放置 3 min。 另 取 1.5 mL 灭 菌 离 
心 管 ,加 入 1 mL LB 液体 培养 基 , 将 加 入 感受 态 细 
胞 的 连接 产物 加 入 到 液体 培养 基 中 ,37% 300 r/min 
摇 菌 1 h, 涂 布 在 含 Ampicillin/X-gal/IPTG 的 LB 培 
养 基 平板 上 ,37% 倒置 过 夜 , 挑 取 6 个 阳性 克隆 
在 LB 液 体 培养 基 ( 含 AMP + ) 中 ,37%C 振荡 培养 过 
T, EIU PCR 初步 验证 后 送 菌 液 至 上 海 英 俊生 物 技 
术 有 限 公 司 测序 ,每 个 片段 送 3 个 以 上 克隆 进行 
测序 。 
1.2.3 Hsp90 基因 RACE 扩 增 : 按 Clontech 公司 的 
RACE Amplification Kit 试剂 盒 要 求 合成 cDNA 第 一 
链 保存 于 - 20Y 待 用 。 根 据 已 扩 增 到 的 灰 飞 蕙 
Hsp90 基因 中 间 片 段 , 分 别 设计 3'RACE 引物 和 5" 
RACE 引物 ( 表 1)。3' 和 5'RACE 产物 的 扩 增 体系 
为 :0.5 uL TaKaRa La Taq(5 U/uL) ,5 uL 10 x La 
PCR Buffer II( Mg ' free) ,5 uL MgCl, (25 mmol/L) , 
8 uL dNTPs Mixture ( 各 2. 5 mmol/L) ,2 uL 模板 
(cDNA) ,2 uL 引物 (10 pmol/L),5 uL UPM(IO 
x),22.5 uL RNase-free ddHO。 扩 增 条 件 为 :94%C 
5 min;94% 30 s,68% 30 s,72% 2 min,35 个 循环 ; 
72*C 延伸 10 min,4% (f£, PCR 产物 的 检测 .回收 、 
连接 、 转 化 测序 均 和 中 间 片 段 扩 增 方法 一 致 。 
1.2.4 Hsp90 基因 序列 拼接 与 分 析 : 测序 结果 在 
GenBank 中 进行 Blast 同 源 序列 检索 予以 确认 后 用 
DNAMAN 拼接 得 到 基因 全 长 。 利 用 ORF Finder 
(http://www. ncbi. nlm. nih. gov/ gorf/gorf. html ) Æ 















































找 Hsp90 基因 完整 的 开放 阅读 框 。 然 后 在 ORF 两 
侧 设 计 引 物 进行 基因 全 长 验证 以 确认 其 准确 性 。 使 
JH SWISS 生物 信息 学 研究 所 ExPASy 分 子 生物 学 序 
列 分 析 工 具 包括 翻译 .评估 pLMW 和 Blast 分 析 推 
导 氨 基 酸 序列 。 使 用 MEGAS. 0 软件 分 别 采用 邻接 
法 、 最 小 进化 法 、 最 大 似 然 法 和 最 大 简约 法 4 种 方法 
构建 灰 飞 乱 系 统 进 化 树 。 

1.2.5 Hsp90 结构 分 析 : 使 用 蛋白 同 源 比 对 识别 
引擎 V2. 0 ( http://www. sbg. bio. ic. ac. ukv ~ 
phyre2/ html) 产生 同 源 模型 ( Kelley and Sternberg, 
2009) ,采用 Phyre2 预测 灰 飞 乱 Hsp90 的 结构 模型 ， 
运用 Chimera 软件 调整 三 维 模 型 和 分 子 布局 
( Pettersen et al., 2004) , 

L3 ”不同 发 育 阶段 及 不 同 温度 胁迫 下 灰 飞 虱 Hsp90 
基因 表达 差异 分 析 

1.3.1 cDNA 第 一 链 的 合成 : 选取 晓 皮 或 羽化 后 1 
d HJIR Kis 1 -5 龄 各 虫 或 雌雄 成 虫 各 10 ~ 30 头 为 
1 个 生物 学 处 理 ,重复 3 次 。 不 同 温度 处 理 均 采用 
WR 1d 的 灰 飞 息 4 龄 在 虫 。 高 温 处 理 (1 h) JN: 
28C, 30C, 32C, 34C, 36C, 38C, 40 和 
42%C ;另外 在 40% 下 分 别处 理 0.25, 0.5 ,1 ,2 ,4 
和 8 ho MAREC hb) 为 21% ,16% ,11%C ，6%C ， 
1C，-4C 和 -9%C; 男 外 -4C 下 分 别处 理 0.25, 
0.5,1, 2, 4 和 8 h。 所 有 温度 处 理 的 灰 飞 乱 用 液 
所 速冻 后 ,按照 1.2. 1 节 方 法 提取 RNA ,检验 合格 
后 用 于 反 转 录 。 反 转录 采用 PrimeScript RT Reagent 
Kit Perfect Real Time 试剂 盒 ( Bio-Rad) 的 方法 进行 : 


5 x iScript reaction mix 4 uL, iScript reverse 



































transcriptase 1 uL, nuclease-free H,O 14 pL, RNA 模 
板 0.5 Ugo 反应 条 件 :253% 5 min, 42C 30 min, 
85'C 5 min。 产 物 立 即使 用 或 4 保存 。 

1.3.2 引物 设计 与 合成 : 根据 灰 飞 乱 Hsp90 基因 
全 长 设计 用 于 交 光 实时 定量 PCR 的 引物 一 对 
qLsHsp90F, 和 qLsHsp90R, ,并 根据 已 扩 增 的 灰 飞 乱 
B-actin 部 分 序列 设计 内 参 基 因 引 物 ( 表 1) , 送 上 海 
英俊 生物 技术 有 限 公 司 合成 。 

1.3.3 实时 定量 分 析 : 运用 SYBR Green I RAK 
光 法 进行 real-time PCR 分 析 。 使 用 CF96X PCR 4X 
(Bio-Rad) 进行 PCR 反应 , 体系 如 下 : iTaq™ 
Universal SYBR® Green supermix (2 x ) 10 uL, 10 
pmol/L 的 上 下 游 引 物 各 1 kL,2 uL cDNA 模板 ,6 
uL Kii ddH,0。 反 应 条 件 为 :94%C 3 min;94% 30 
s, Tm( Hsp90 ; 59. 4°C fill 8-actin; 58. 5% )30 s,40 个 
循环 ,反应 结束 后 读 取 Ct 值 。 使 用 梯度 稀释 的 灰 飞 
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R1 本 研究 所 使 用 引物 
Table 1 Primer sequences used in this study 

引物 名 称 引物 序列 (5 -37) 引物 用 途 

Primer name Primer sequence Use of primers 

LsHsp90F, TTTGGTGTRGGTTTCTACTCRGC 中 间 片 段 扩 增 

LsHsp90R, GGTCCACATGGGYTTBGTYTTG Intermediate fragment amplification 
LsRACE3" TACACCCGAGGATGAGGAGCTGAACA 3'RACE 

LsRACES"' GGGTTTCTTGTCCAGATCGGCTTTGCT 5'RACE 

qLsHsp90F, TCGCCAACTCAGCAACAAAGG Real-time PCR 检测 目的 基因 

qLsHsp90R, CCAGGTACGCCGAGTAGAAACC Target gene detection with real-time PCR 
p-actinF, GTCTCACACACACTCCCCATCTATG Real-time PCR 检测 内 参 基因 
B-actinR, TCGGTCAAGTCACGACCAGC Reference gene detection with real-time PCR 


fU cDNA 作为 模板 ,进行 real-time PCR 扩 增 反应 ,分 
别 制作 Hsp90 和 -actin. 不 同 浓度 的 标准 曲线 , 结 昌 
显示 Hsp90 和 B-aciin 的 扩 增 效率 相同 。 然 后 使 用 
2 法 进行 相对 表达 量 分 析 , 即 先 用 B-actin 对 
Hsp90 进行 标准 化 ,再 用 经 过 标准 化 的 Hsp90 Ct 值 
BR LAXTER CHERE AN 26°C ) 的 相应 值 ,所 得 倍数 就 是 
Hsp90 mRNA 的 相对 水 平 。 所 有 的 数据 使 用 
SPSS16.0 软件 进行 相关 分 析 。 


2 结果 与 分 析 
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2.1 RKA Hsp90 基因 全 长 扩 增 与 序列 分 析 

以 灰 飞 恒 的 cDNA 为 模板 , 以 简 并 引物 
LsHsp90F, 和 LsHsp90R, 进行 PCR 扩 增 ,获得 一 条 
约 600 bp 的 特异 性 条 带 。 扩 增产 物 回收 、 克 隆 、 测 
序 后 ,经 Blast 比 对 ,发 现 该 核 苷 酸 序列 与 其 他 昆虫 
的 Hsp90 序列 具有 高 度 相 似 性 ,推测 其 为 灰 飞 避 
Hsp90 的 中 间 片 段 ,长 度 为 614 bp。 根 据 该 片段 设 
FIK € mU Hsp90 基因 cDNA 的 RACE 引物 
LsRACE3'fll LeRACES' it fg RACE 扩 增 ,分 别 得 到 
980 bp 3' 端 序 列 和 1 823 bp 的 端 序列 。 经 
DNAMAN 拼接 获得 一 个 2 740 bp 的 灰 飞 乱 Hsp90 
基因 cDNA 序列 全 长 ,命名 为 LsHsp90 ( GenBank. 登录 
号 :KF660250)。 其 3"UTR 末端 具有 典型 的 ploy A 结 
构 , 在 ploy A 上游 16 bp 处 具有 1 PERRERA 
AATAAA( 图 1)。 它 的 开放 阅读 框 长 2 187 pp ,编码 729 
个 氨基 酸 ,分 子 量 83.7 kD, 等 电 点 5.0。LsHsp% 具有 
Hsp90 蛋白 家 族 特征 签名 序列 : YSNKEIFLRELISN- 
SSDALDKIR( 第 33 -55 位 残 基 ) .LGTIAKSGT( 第 101 - 
109 位 残 基 ) .IGQFGVGFYSAYLVAD (第 126 — 141 位 残 
基 )、IKLYVRRVFI (第 357 - 366 位 残 基 ) 和 
GVVDSEDLPLNISRE( 第 383 -398 位 残 基 ) ,在 C- 未 端 具 





























有 4 个 保守 的 氨基 酸 EEVD( 第 726 - 730 位 残 基 ) (图 
1)。 
2.2 LsHsp90 蛋白 结构 分 析 

以 酿酒 酵母 Saccharomyces cerevisiae Hsp90 蛋白 
(PDB ID: c2cg9A ) 为 模型 ,使 用 Phyre 预测 LsHsp90 
结构 模型 ,两 者 的 相似 性 为 83% (100% 置信 和 度 ) 。 
该 模型 显示 LsHsp90 和 蛋白 包含 一 个 氨基 段 区 域 (N- 
terminal domain) , P [8] [X Js, ( middle domain ) 和 羧基 
Et X ik ( C-terminal domain) (图 2)。 
2.3 LsHsp90 系统 分 析 

序列 相似 性 分 析 表 明 : LsHsp90 Lj dg € 3m 
Nilaparvata lugens ( DBKXW7) ) 和 白 背 飞 乱 Sogatella 
furcifera ( I3UTI2 ) 的 Hsp90 氨基 酸 序 列 的 一 致 性 最 
高 , 达 93% 。 以 人 类 Homo sapiens Hsp90 为 外 群 ,将 
KAFA H BPAH EW H JRH H Za H NA 
H AH H29 种 昆虫 的 Hsp90 氨基 酸 序列 进行 完 
全 比 对 ,基于 MEGAS. 0 采用 邻接 法 、 最 小 进化 法 、 
最 大 简约 法 和 最 大 似 然 法 构建 了 系统 发 育 树 。 获 得 
了 一 致 的 系统 发 育 关 系 , 因 此 本 文 只 显示 用 邻接 法 
构建 的 系统 发 育 树 ,结果 表明 灰 飞 恒 与 褐 飞 乔 和 白 
A KAKS Hsp90 单独 聚 为 一 支 , 并 且 所 有 的 半 翅 目 昆 
虫 Hsp90 都 聚集 在 一 起 。 同 时 ,所 有 用 于 构建 系统 发 
育 树 的 鳞 序 目 昆 虫 Hsp90 也 聚 类 在 一 起 (图 3)。 
2.4 不 同 发 育 阶段 灰 飞 虱 体 内 LsHsp90 的 表达 变化 

不 同 发 育 阶段 的 灰 飞 乱 体 内 LsHsp90 的 表达 水 
平 处 于 动态 的 变化 过 程 。 随 着 灰 飞 虱 龄 期 不 断 的 增 
加 ,LsHsp90 的 表达 量 逐 渐 增 多 ,在 4 龄 知 虫 时 达到 
最 大 值 。4 龄 若虫 体内 的 LsHsp90 基因 表达 量 要 显 
车 高 于 5 龄 若虫 (Fe u 27.509;P 20.001), Æ% 
个 发 育 阶段 LsHsp90 的 最 低 表 达 量 是 在 雌 成 虫 阶 
Bx ,而 雄 成 虫 的 LsHsp90 的 表达 水 平 显著 高 于 峻 成 
虫 (Fe 14=7.509;P=0.008)( 图 4)。 
























































































































































K FF: 灰 飞 虱 热 激 蛋白 Hsp90 基因 的 克隆 序列 分 析 与 表达 模式 
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Fig. 1 





粗 斜 体 部 分 表示 热 激 蛋 白 90 家 族 特 征 序列 ; 双 划 线 部 分 表示 细胞 质 Hsp90 特征 基 序 ; 单 划 线 部 分 表示 多 聚 腺 甘酸 信和 号 序列 (AATAAA ) ; The 


signature sequences of Hsp90 family are indicated in bold and italic, cytoplasmic Hsp90 signature motif is double underlined, and the putative 





ATGGGGACAT TGT TACTCAGAAAACCGAAGCTCAACGTGCGTTTCATTCGTGTTT TGTGATTTTGTGAATCTTCTTTTG TGCATATCAAG 
ATGCCAGAAGACGTTCAGATGCAGGAAGGAGAAGTGGAGACCT TCGTCT TCCAGGCGGAGATCGCCCAGTTGA TGTCTT TGATCATCAAC 
MPEDVQMQEGEVETFVFQAEIAQLAMSLIIN 
ACCTTCTACTCCAACAAAGAAATCTTTCTTCGTGAATTGATCTCCAACTCTTCTGATGCGT TGGACAAAATTACATACGAAGGTCTGACT 
TF YSNEIEIFLHREELISNSSDALDEIRYEGLTIT 
GATGCCAGCAAGTTGGAATCTGGAAAGGATCTTCAAA TCAAGA TCATCCCAAACAAGAA TGATAGAACCCTCACCATCATTGATACTGGA 
DASELESGEDLQIKIIPNEKNDRTLTIIDTG 
ATTGGAATGACGAAAGCTGACCTTGTGAACAACCTGGGAACAA TCGCCAAGTCAGGAACAAAGGCGT TCATGGAGGCGC TGCAGGCCGGT 
IGMTEADLVNNLICIIARK SGIEKEAFMEALGQAGCG 
GCTGACATAGCGATGATTGGCCAGT TCGGAGTGGGTT TCTACTCGGCGTACCTGGTGGCCGACAAGG TGACTG TCACGTCGAAGCACAAC 
ADIAMICGQFGVGFYSAYLVADEVIVITISEHN 
GACGACGAGCAGTACCTGTGGGAGTCCTCAGCOGGCGGATCGT TCACTGTGCGCCCOGACCACACGGAGCCOC TCGGCCGCGGCACUAAG 
DDEQYLWESSAGGSFTVRPDHTEPLGRGTE 
ATCGTGCTCTACATCAAGGAAGACCAGGCCGAGTTCCTGGAGGAGOGCAAGATCAAGGAGG TGG TGAAGAAGCACTCGCAGTTTATCGGC 
IVLYIKEKEDQAEFLEERKIKEVVKKHSQFIG 
TATCCCATCAAGCTGCTUGTCGAGAAGGAGCGCGACAAGGAGT TGAGCGATGACGAAGCTGAAGAAGAGGAGGAAGAGAACAAGAAGGAA 
YPIELLVEEKERDEELSDDEAEEEEEEKKKE 
GGAGAAGGOGACAAGGCTGACGAGGAGGACGACAAAACACCAAAGATUGAAGATG TOGAAGATGAGGGAGAGGAAGGCGAGAAGAACAAA 
GEGDEADEEDDKTPEKIEDVEDEGEEGEKKK 
AAGAAGAAGAAGACCGTGAAGGAGAAGTACACCGAGGATGAGGAGCTGAACAAGACAAAGCOGATCTGGACAAGAAACCCAGATGACATC 
KK EK TVEEEK Y TEDEEL NE TKPIWTRNPDDI 
AGÜCAAGAAGAGTATGGTGAAT TCTACAAGTCATTGACCAACGACTGGGAAGATCATCTGGCTGTGAAGCACT TCTCGG TGGAAGGOCAG 
SQEEYGEFYESLTNDWEDHLAVEHFSVEGQ 
CTIGGAGTTCACAGCTCTGCTGT TOGCCCCTCGTOGTGCACCCT TCGACCTGT TTGAGAACAAGAAGCGCAAGAACAACA TCAAACTGTAT 
LEFRALLFAPRRAPFDLEFENKEKRKNNZRFZLZIF 
GTGCOGCAGGGTCTTCATCATGGACAACTGOGAAGACCTCATTCCCGAGT ACCTGAACTTCATCAAGGGTGT AG TOGACAGTGAAGACTTG 
VRREYFIMDNCEDLIPEYLNFIKGVVDSEDLI 
CCTCTCAACATTTCTCGTGAAATGCTCCAACAGAACAAAATTCTCAAAGTCATCAGGAAGAATTTAG TCAAGAAGTGTT TGGAACTGTTT 
PLNISEKEEMLQQNEKILKVIRKNLVEKCLELF 
GAGGAGTTGGCTGAGGACAAAGACAACTACAAGAAGTTCTACGAACAGTTCAGCAAGAACTTGAAACTTGGTATTCACGAAGACAGCCAG 
EELAEDKDNYKKFYEQFSEKNLKLGIHEDSO 
AACAGGAAGAAACTGTCTGACCTGCTCCGCTACCACACTTCGGCTTCAGGOGATGACAGCTGCTCGC TGAAGGAATATG TCGGCOGCATG 
NREEKLSDLLRYHTSASGDDSCSLKEYVGHRMA 
AAGGAGAACCAGAAGCACA TCTACTACATCACCGGAGAGAGCAAGGACCAGGTGGCCAACTCGTCGT TTGTCGAGCTTG TCAAGAAGCGC 
KENQEHIYYITGESEKDQVANSSFVELVKKR 
GGATTCGAAGTTGICTACA TGACTGAGCOGA TCGATGAGTATG TAGTGCAGCAGA TGAAGGAGTACGACGGCAAGCAGC TGGTGTCCGTC 
GFEVV Y M TEP IDE YVVQQAuUKEYDGEKQLVSYV 
ACCAAGGAGGGACTCGAACTGCCCGAAGACGAGGCCGAAAAGAAGAAGCGOGAGGATGACAAGGCCAAATTCGAGAACCTGTGCAAGGTG 
TEE GLELPEDEAEKEKKREDDEAKFENLCKYV 
ATGAAGGACATCCTGGACAAGAAAGTGGAGAAGGTAGTGGTGAGCAACAGGC TGGTGGAGTCGCCCTGCTGCA TTGTGACGTCACAGTAC 
MEDILDEKVEEKVVVSNRLVESPCCIVTSQY 
GGCTGGACGGCCAACATGGAGCGTA TCATGAAGGCACAGGCGC TGOGCGACACCTCCACCA TGGGCTACATGGCCGCCAAGAAGCATCTG 
GWTANMAMERIMEKAQALREREDTSTHAIMGYMAAKKHL 
GAGATCAACCCOGACCACTCGATCA TCGACACCCTGCGCG TCAAGGCOGACGAGGACAAGAACGACAAGGCGG TGAAGGACCTGGTGATG 
EINPDHSIIDTLRVEADEDKNDEAVEDLVM 
CTGCTGTTCGAGACGGCGC TGC TCTCGTCCGGCTTOGCCCTOGAGGACCCOGGUG TGCACGCGGCGCGCATCCACCGCA TGATCAAGCTC 
LLFETALLSSGFALEDPGVHAARIHRAIKL 
GGÜCTCTGCATCGAGGAGGACGACCCTGTGCCCCACGACGAGGAGAAGG TOGACGCOGAAA TGCCCCCGCTUCGAAGGCGAGGCTTCUGAG 
GLCIEEDDPVPHDEEKVDAEMPPLEGEASE 
GATGCGTCGCGCATGGAGGAAGTCGATTAAACCAACCAAAGTGGTOGGTCAT TCAATCCAAAAAGAC TGTTCAATGTTACAAAGAGACTT 
DASRMEEVD S» 

GTACATAAACTCGAAGTTTCTCATGTGCAAAAGCTTCTGATTICAAGAAAAAC TAATACTTTAATTGTATTAAAATTTATTTTGTTCATTT 
CTIGCTICTTGUCCTGTAGATGTTTGATTGACTCCAGCGCAGT TTTTGAACCAGAAGCTTTTGCACAACGAGCAACGTIGTTGTAATTAA 
CGAAAATCGATTACGTACTAGTATTTTGATTTATACTACGATGTAAGATCTCTTTATAAGATTCGTGATTCCT TGATGT TAAATTTGTTT 
CGCACTGTIGAATTTGTGTTACAATTGACTAGTCGATTAGCTTTCTCTGAGTTTIGTTTCACTT TGAAACTTT TTGTATTATTCGGAATA 
AACCATTCCCCATTTTCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA TEE 


l JK KE Hsp90 基因 的 碱 基 序列 和 氨基 酸 序 列 


Nucleotide and deduced amino acid sequences of Hsp90 gene from Laodelphax striatellus 
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polyadenylation signal ( AATAAA ) is underlined. 


2.5 不 同 温度 胁迫 下 灰 飞 虱 4 龄 若虫 体内 LsHsp90 


的 表达 变化 


不 管 高 温 还 是 





LsHsp90 的 表达 。 高 温和 低温 的 表达 趋势 不 完全 一 
致 。 随 着 温度 的 不 断 升 高 ,LsHsp90 的 表达 量 持 续 增 


间 。 随 着 温度 的 降低 ,LsHsp90 的 表达 量 不 断 增加 ， 


并 在 - 9"C 达到 最 大 值 , 是 260 时 的 4. 64 fo 
低温 都 可 以 诱导 灰 飞 虱 体内 sHsp90 在 36%C 时 的 表达 量 显 车 高 于 26%C 的 表达 量 











加 ,并 在 40C 达到 最 大 值 ,是 26C 时 表达 量 的 6.78 。 p=0.005)( 图 5)。 








(Ps sa =3.960;P=0.020)。 同 时 ,LsHsp90 在 21%C 
时 的 表达 量 显著 低 于 1%C 的 表达 量 (Fs 3 = 3.960; 
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图 2 JK KE Hsp90 的 结构 预测 
Fig.2 Structure of Hsp90 from Laodelphax striatellus 





A: 以 酵母 菌 HSP90(PDB ID; c2cg9A) (黄色 ) 为 模板 ,用 Phyre2 预 
MZK KAL HSP90 的 结构 模型 ( 蓝 绿色 ) Homology modeling of Hsp90 
from L. striatellus ( cyan) was predicted with yeast Hsp90 (PDB ID; 
c2cg9A) (yellow) as the template using Phyre2 software; B: JK V 
Hsp90 结构 分 为 氨基 端 ( 蓝 色 ) 中间 部 分 ( 蓝 绿色 ) 和 羧基 端 (青色 ) 


Three-dimensional structure of Hsp90 from L. striatellus includes N- 























terminal domain (in blue), middle domain (in cyan) and C-terminal 


domain (in green). 


2.6 不 同 持续 时 间 高 低温 胁迫 下 灰 飞 虱 4 龄 若虫 
体内 LsHsp90 的 表达 变化 

灰 飞 乱 4 龄 若虫 在 40% 条 件 下 ,经 过 不 同 持续 
时 间 处 理 后 发 现 LsHsp90 的 表达 水 平 在 处 理 后 0. 5 
h 时 达到 最 大 值 ,是 对 照 的 10.94 倍 , 并 且 显 车 高 于 
处 理 后 2 h 时 的 表达 水 平 (Fe w=11.625;P < 
0. 001) ; 随 着 处 理 时 间 的 延长 ,LsHsp90 的 表达 水 平 
逐渐 降低 。 然 而 ,在 -4%C 下 不 同 持 续 时 间 处 理 后 ， 
LsHsp90 的 表达 模式 与 40%C 不 同 ,LsHsp90 的 表达 量 
在 处 理 后 1 h 时 达到 最 大 值 ,显著 高 于 人 处理 后 0.5 h 
时 的 表达 量 (Fe u =18.735;P <0.001); 但 2-8h 
时 间 段 的 处 理 并 没有 显著 诱导 LsHsp90 的 表达 (P > 
0.05)( 图 6)。 





























3 讨论 




















灰 飞 乔 是 我 国 长 江 流域 重要 的 水 稻 害 虫 , 近 几 
年 该 虫 仍 在 局 部 地 区 对 水 稻 造 成 严重 为 害 甚至 绝 
收 。 因 为 气候 变化 的 影响 , 越 来 越 多 的 极端 温度 不 
斯 出 现 (Diffenbaugh et al., 2005) 。 灰 飞 乱 对 温度 的 
适应 能 力 逐 渐 增 强 ( 张 爱民 等 , 2008 ) ,但 是 其 中 的 
分 子 机 制 还 鲜 有 报道 。 而 热 激 蛋 白 是 一 类 应 对 环境 
胁迫 的 重要 和 蛋白 (Sonoda et al., 2006; Rinehart et 
al., 2007)。 本 研究 利用 RT-PCR fil RACE 技术 成 
功 克 隆 得 到 第 一 个 灰 飞 乱 Hsp90 基因 cDNA 全 长 序 
列 ,将 其 命名 为 sHsp90。 它 的 氨基 酸 推 导 序 列 具 有 
5 个 Hsp90 蛋白 家 族 的 特征 序列 ,C 端 最 末端 拥有 
高 度 保守 的 基 序 EEVD ,表明 此 HSP90 是 细胞 质 热 
激 重 白 家 族 成 员 (Gupta, 1995) , 7X KE LsHsp90 
的 结构 预测 也 表明 其 具有 Hsp90 蛋白 家 族 保守 的 
典型 结构 组 成 (Ali et al.，2006)。 由 于 昆虫 的 
Hsp90 蛋白 高 度 保守 ,因此 它们 常常 用 于 物种 间 的 
系统 进化 分 析 。 本 研究 也 表明 LsHsp90 与 其 他 物种 
的 Hsp90 蛋白 具有 高 度 的 相似 性 。 利 用 包括 灰 飞 
虱 在 内 的 29 种 昆虫 的 Hsp90 全 长 氨基 酸 序列 进行 
的 系统 发 育 分 析 结 果 表 明 , 用 于 构建 系统 进化 树 的 
27 种 昆虫 都 按照 传统 方法 获得 的 系统 发 育 关 系 聚 
类 ,这 说 明 Hsp90 基因 可 以 作为 用 于 物种 系统 进化 
分 析 的 分 子 标记 基因 。 

已 有 研究 发 现 热 激 和 蛋白 在 调控 昆虫 生长 发 育 方 
面 起 到 重要 的 作用 (Genevi&ve and Robert, 2003; 
Sharma et al., 2007), Æ% S A A Er EK KE 
LsHsp90 表达 量 在 4 龄 若虫 时 达到 最 大 值 ,这 与 该 昆 
虫 以 3 -4 龄 若虫 越冬 、 越 夏 相 吻 合 。LsHsp90 的 最 
低 表 达 量 是 在 雌 成 虫 阶段 ,而 Shu SE (2011 ) 在 斜纹 
Ti, Spodoptera litura 中 发 现 Hsp90 基因 的 最 高 表 
达 是 在 成 虫 阶段 。 也 有 一 些 研 究 发 现 Hsp90 基因 
在 昆虫 的 整个 发 育 阶 段 没有 发 生 显著 的 变化 
( Sonoda et al., 2006) 。 可 见 Hsp90 蛋白 在 不 同 昆虫 
生长 发 育 中 有 着 种 的 特异 性 ,每 种 昆虫 的 Hsp90 蛋 
白 都 有 其 不 同 的 生物 功能 。 有 趣 的 是 LsHsp90 的 表 
达 存 在 性 别 差 异 ,类 似 的 现象 也 在 水 稻 二 化 旦 Chilo 
suppressalis 中 被 发 现 (Lu et al., 2014) 。Hsp90 和 蛋白 
可 能 还 参与 昆虫 的 生殖 调控 ,其 在 灰 飞 二 中 的 这 类 
作用 机 制 仍 需 进一步 研究 。 

Hsp90 是 真 核 细 胞 中 最 丰富 的 蛋白 质 之 一 ,一 
些 研究 已 经 证 实 了 热 激 和 蛋白 在 抵抗 冷 热 胁迫 中 的 作 
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94 eHelicoverpa armigera 
Helicoverpa tea 
Spodoptera litura 
sdk Spodoptera frugiperda 
f Spodoptera exigua 
Mythimna separata 
99 ^ Mamestra brassicae 
Omphisa fuscidentalis 
Ostrinia furnacalis 
Chilo suppressalis 
Loxostege sticlicalis 
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用 邻接 法 构建 的 灰 飞 乔 Hsp90 与 其 他 昆虫 Hsp90 的 系统 进化 树 


Fig.3 Neighbour-joining phylogenetic tree of the Hsp90 proteins from Laodelphax striatellus and other insects 





各 分 支 上 的 数字 为 自 引 导 值 (1 000 次 重复 )( 仅 显示 > 50 的 值 ) Numbers on 








he branches are the bootstrap values obtained from 1 000 replicates 


(only bootstrap values >50 are shown). Hsp90 的 来 源 及 登录 号 Origin of Hsp90 proteins and their accession numbers; 人 类 Homo sapiens ( P08238) ; 
IK KE Laodelphax striatellus ( KF660250) ; %5 & TL Nilaparvata lugens (D5KXW7); H © KE Sogatella furcifera ( BUI); 5 2j. E W SE s 
Paratlanticus ussuriensis (JTFXV7) ; 甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua. ( CAP3Q0) ; 斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura ( EOXJKS ) ; Jl à Mythimna separata. 
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sativae (Q515Q4) ; 三 叶 草 斑 潜 晶 Liriomyza trifolii ( M4WR12). 


用 (Rinehart and Denlinger, 2000; Yi et al., 2007; 
Koštál and Borovanska, 2009; Ma et al., 2012; Yu et 
al., 2012) 。 高 温和 低温 胁迫 都 可 以 显著 诱导 灰 飞 
LA 龄 若 忠 体内 LsHsp90 的 表达 ,最 大 的 表达 量 分 
别 在 40 和 -9%C。 翟 会 芳和 等 (2010) 的 研究 也 表明 
Hsp90 在 甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua. 高 温 胁迫 中 有 
明显 的 保护 作用 。 高 温 瞬 时 热 激 能 诱导 B 型 烟 粉 











JU Bemisia tabaci 和 温室 白粉 乱 Trialeurodes 
vaporariorum Hsp90 基因 迅速 提高 表达 ,说 明 Hsp90 
在 两 种 粉 乱 高 温 胁迫 中 起 到 一 定 作 用 ( 余 吴 和 万 方 
浩 ，2009 ) 。 南 极 摇 蚊 Belgica antarctica 体内 的 
Hsp90 基因 能 够 持续 上 调 来 保护 冷 激 对 幼虫 的 伤害 
( Rinehart et al., 2006) 。 而 低温 诱导 了 马 铃 昔 甲 虫 
Leptinotarsa decemlineata 成 虫 的 Hsp90 基 因 的 下 j 
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图 4 不同 发 育 阶段 的 灰 飞 乱 LsHsp90 mRNA 的 相对 表达 水 平 
Fig.4 Relative expression levels of LsHsp90 mRNA in 

















different developmental stages of Laodelphax striatellus 
N1: 1 龄 若虫 lst instar nymph; N2: 2 龄 若虫 2nd instar nymph; N3:3 
龄 若虫 3rd instar nymph; N4: 4 龄 若虫 4th instar nymph; N5; 5 龄 若 
虫 Sth instar nymph; MA; 雄 成 虫 Male adult; FA; 肉 成 虫 Female 
adult. 每 个 处 理 3 个 重复 ,图 中 数据 为 平均 值 + 标准 差 ; 柱 上 不 同 的 
字母 表示 在 0.05 水 平 上 有 显著 差异 (LSD 多 重 比较 检验 ) Each 


treatment includes three replicates. The data are denoted as mean + SE. 


























Different letters stand for the significant difference at the 0. 05 level ( LSD 


multiple comparison test). 








( 蒋 健 等 , 2013) 。 在 40% 下 处 理 不 同时 间 后 发 现 ， 
LsHsp90 的 表达 水 平 在 处 理 后 0.5 h 时 最 高 , 随 着 时 
间 的 延长 ,LsHsp90 的 表达 水 平 逐 渐 降 低 。 类 似 的 现 
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象 也 在 苹果 喜 蛾 Cydia pomonella 中 发 现 ( 申 建 
茹 等 , 2011) 。 当 遇 到 高 温 胁 迫 后 昆虫 会 主动 上 
调 Hsp90 和 蛋白 来 应 对 ,但 是 随 着 热 激 时 间 的 延长 
热 激 蛋 白 不 断 积累 ,而 大 量 表达 热 激 蛋白 需要 昆虫 
消耗 大 量 的 能 量 物质 ,此 时 昆虫 为 了 维持 基本 的 生 
命 活 动 而 下 调 Hsp90 ,但 是 表达 量 还 是 要 高 于 正常 
条 件 下 的 Hsp90 表达 量 (Silbermann and Tatar, 
2000). E -4C ZF F , LsHsp90 的 表达 量 在 处 理 
后 1h 时 达到 最 大 值 ,随后 降低 。 因 此 ,我 们 认为 
LsHsp90 可 能 在 灰 飞 虱 抵抗 温度 胁迫 过 程 中 起 到 关 
键 的 作用 。 

灰 飞 起 是 重要 的 水 稻 害 虫 ,长 期 以 来 由 它 引起 的 
为 害 严重 影响 了 水 稳 的 产量 和 品质 。 作 为 一 种 本 地 
越冬 越 夏 的 害虫 ,对 温度 胁迫 的 耐 受 能 力 直接 影响 其 
种 群 的 消长 。 为 了 探讨 灰 飞 乱 对 环境 的 适应 机 人 制 , 本 
研究 成 功 克隆 了 其 Hsp90 基因 全 长 序列 ,分 析 了 不 同 
发 育 阶 段 LsHsp90 的 表达 变化 规律 ,检测 了 冷 热 条 件 
下 LsHsp90 的 表达 水 平 ,阐明 了 LsHsp90 可 能 与 其 温 
度 适 应 能 力 有 着 密切 的 联系 。 当 然 灰 飞 息 体 内 还 有 
其 他 热 激 蛋白 ,为 了 进一步 深入 探讨 它 的 环境 适应 机 
,有 必要 对 其 他 热 激 和 蛋白 进行 进一步 研究 。 通 过 系 
统 阑 明 热 激 和 蛋白 家 族 在 灰 飞 乔 环境 适应 中 的 作用 机 
|, 将 会 给 该 虫 的 发 生 及 暴发 成 灾 机 制 提 供 新 的 理 
论 ,并 为 开展 灰 飞 乱 综 合 治理 提供 新 的 思路 。 
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Fig.5 Relative expression levels of LsHsp90 mRNA in the 4th instar nymphs of Laodelphax 
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striatellus exposed to different temperature for 1 h 











每 个 处 理 3 个 重复 ,图 中 数据 为 平均 值 + 标准 差 ; 星 号 





表示 该 处 理 与 对 照 (26Y ) 比较 在 0.05 水 平 上 有 显著 差异 (LSD 多 








比较 检验 ) ;图 6 





同 。Each treatment includes three replicates. The data in the figure are mean + SE. The asterisk stands for significant difference between the treatment 


and the control (26°C ) at the 0. 05 level ( LSD multiple comparison test). The same for Fig. 6. 
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Fig.6 Relative expression levels of LsHsp90 mRNA in the 4th instar nymphs of 
Laodeiphax striatellus exposed to 40°C (A) and -4% (B) for different time 
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